肝素诱导的血小板减少症（HIT）是在应用肝素类药物过程中出现的、由抗体介导的肝素不良反应，临床上以血小板降低为主要表现，可引发静、动脉血栓形成，严重者甚至导致死亡[@b1]--[@b2]。在住院患者中，由于各种原因所致的血小板减少和肝素应用普遍存在，使疑似HIT患者显著多于确诊患者。HIT的诊断常因临床复杂性和检测手段缺乏而面临挑战。HIT最准确的诊断方法为血清素释放试验（SRA）、肝素诱导血小板聚集试验（HIPA）等功能学检测，我国目前尚无成熟的实验室检测方法，仅有少数国家的实验室可进行功能学检测，且至少需耗时2 d[@b3]--[@b4]。但是否需要停用肝素、换用替代抗凝治疗等决策必须在数小时内做出[@b1],[@b5]--[@b6]。决策的延迟对于HIT患者有可能危及生命[@b7]，而对非HIT患者进行不必要的替代抗凝治疗又可能会造成严重出血等风险及资源浪费[@b8]。对国内医生而言，目前最实际可用的诊断方法是对疑似HIT患者进行相关临床评分（4Ts评分）和免疫学检测。本研究首次评估了颗粒免疫过滤法（PIFA）肝素/PF4复合物抗体快速检测试剂盒对我国疑诊HIT患者的诊断效力，并分析了在临床4Ts评分基础上PIFA与乳胶免疫过滤法（LIA）对HIT的诊断价值。

病例与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：2016年5月至2018年7月连续送检至我院进行肝素/PF4复合物抗体（HIT抗体）检测的患者共110例，按照以下纳入、排除标准，本研究最终纳入94例患者。纳入标准：①有100 d以上肝素类药物接触史；②血小板减少。排除标准：①长期进行血液透析的慢性肾脏病患者；②资料缺失；③重复测量；④拒绝参加该研究患者。

2．临床评估：由1名血液科专科医师和1名血液科主任医师根据纳入患者的临床资料分别独立完成4Ts评分[@b9]，分为高危（6\~8分）、中危（4\~5分）、低危（0\~3分）三组，并根据患者替代抗凝治疗方案、血小板计数恢复和（或）血栓转归等资料，判断是否符合HIT临床诊断。2名评估医师在评估过程中均不知晓肝素/PF4抗体检测结果。若4Ts评分和（或）诊断存在分歧，由2名评估医师商讨后得出统一结论。

3．PIFA法：用玻璃促凝管采集静脉血4 ml，于室温放置1 h后以1 800×*g*离心15 min，取上层血清，于采集后2 h内用肝素/PF4抗体快速检测试剂盒（美国Akers Biosciences公司产品）检测混合型肝素/PF4复合物抗体（IgG、IgA和IgM）。检测者对临床4Ts评分、LIA法检测结果均不知晓。结果判读：对照窗口出现红色时表明检测结果有效，检测窗口出现蓝色为阴性、白色为阳性。

4．LIA法：用枸橼酸抗凝管采集静脉血4 ml，以1 800×*g*离心15 min，取上层血浆，于采集后2 h内用测定试剂（HemosIL HIT-Ab PF4/H）在ACL-TOP 700型血液凝固仪上进行血浆混合型肝素/PF4复合物抗体测定。检验者对临床4Ts评分、PIFA法检测结果均不知晓。结果判读：\<1.0 U/ml为阴性，≥1.0 U/ml为阳性。

5．统计学处理：采用SPSS 23.0软件进行统计分析。分类变量以频率表示，连续变量以中位数（最小值\~最大值）表示，计量组间比较行独立样本*t*检验，分类组间比较行卡方检验，以*P*\<0.05表示差异有统计学意义。诊断效力包括灵敏度、特异度、阳性预测值（PPV）、阴性预测值（NPV）（95%可信区间用exact Clopper-Pearson 95%*CI*表示）及似然比（LR）。采用MedCalc软件绘制ROC曲线；ROC曲线下面积（AUC）比较采用Delong检验，*P*\<0.05表示差异有统计学意义。先验概率以各4Ts评分组别中临床诊断HIT的频率表示；后验概率参照Bayes理论计算。

结果 {#s2}
====

1．临床诊断HIT患者的特点：在纳入分析的94例患者中，15例（16.0%）临床诊断为HIT，男9例，女6例，中位年龄72（59\~80）岁。HIT相关性血栓形成（HITT）占临床诊断HIT患者的60%（9/15）。除了年龄外，临床诊断HIT患者和非HIT患者的一般资料差异无统计学意义（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 94例疑诊肝素诱导的血小板减少症（HIT）患者的一般资料

  临床指标                              临床诊断HIT（15例）   临床诊断非HIT（79例）      统计量        *P*值
  ------------------------------------ --------------------- ----------------------- --------------- ---------
  年龄［岁，*M*（范围）］                  72（59～80）           53（13～101）        *t* = 5.907    \<0.001
  性别（例，男/女）                             9/6                   37/42           *χ*^2^= 0.874    0.350
  科室分布［例（%）］                                                                                
   内科                                      5（33.3）             45（60.0）         *χ*^2^= 2.827    0.093
   外科                                      3（20.0）              6（7.6）          *χ*^2^= 1.037    0.309
   重症监护室                                6（40.0）             19（24.0）         *χ*^2^= 0.927    0.336
   妇产科                                    1（6.7）               0（0.0）          *χ*^2^= 3.728    0.054
   其他                                       0（0）                9（11.4）         *χ*^2^= 0.803    0.370
  PLT最低值［×10^9^/L，*M*（范围）］       53（15～89）           36（3～182）         *t* = 1.159     0.081
  PLT降幅［×10^9^/L，*M*（范围）］         71（19～197）          94（7～358）        *t* = -1.208     0.353
  使用肝素种类［例（%）］                                                                            
   普通肝素                                  9（60.0）             41（51.9）         *χ*^2^= 0.332    0.564
   低分子肝素                                3（20.0）             26（32.9）         *χ*^2^= 0.985    0.321
   联合应用                                  3（20.0）             12（15.2）         *χ*^2^= 0.217    0.641

2．4Ts评分：低危组患者共42例，最终均未诊断HIT；中危组患者37例，有6例（16.2%）临床诊断HIT；高危组患者15例，有9例（60.0%）诊断HIT。因此低危组、中危组、高危组实验室免疫学检测的验前概率分别为0.0%、16.2%、60.0%。

3．PIFA法及LIA法的诊断效力：94例患者血清中，PIFA法检测肝素/PF4复合物抗体阳性53例（56.4%），LIA法检测肝素/PF4复合物抗体阳性14例（14.9%），其4Ts评分分布见[表2](#t02){ref-type="table"}。在PIFA法阳性患者中，15例（28.3%）临床诊断HIT的患者均为阳性；LIA法阳性患者中，10例（71.4%）临床诊断HIT。两种检测方法的诊断效力见[表3](#t03){ref-type="table"}、[图1](#figure1){ref-type="fig"}。以临床4Ts评分结果为先验概率，两种检测方法的后验概率见[表4](#t04){ref-type="table"}。LIA法、PIFA法的曲线下面积（AUC）分别为0.899（95%*CI* 0.820\~0.952）、0.759（95%*CI* 0.660\~0.842）（*P*\<0.01）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}），提示LIA法准确度优于PIFA法。

![PIFA法（A）及LIA法（B）的ROC曲线\
PIFA：颗粒免疫过滤法；LIA：乳胶免疫过滤法](cjh-40-05-411-g001){#figure1}

###### PIFA法及LIA法阳性患者的4Ts评分分布

  组别          例数   4Ts评分低危组（42例）   4Ts评分中危组（37例）   4Ts评分高危组（15例）
  ------------ ------ ----------------------- ----------------------- -----------------------
  PIFA法阳性     53             19                      22                      12
  LIA法阳性      14              2                       6                       6

注：PIFA：颗粒免疫过滤法；LIA：乳胶免疫过滤法

###### PIFA法及LIA法的诊断效力\[%（95%*CI*）\]

  检测方法           灵敏度                特异度             阳性预测值            阴性预测值
  ---------- ---------------------- -------------------- -------------------- ----------------------
  PIFA法      100.0（74.7～100.0）   51.9（40.4～63.2）   28.8（17.2～42.6）   100.0（89.3～100.0）
  LIA法        66.7（38.7～87.0）    94.9（86.9～98.4）   71.4（42.0～90.4）    93.8（85.4～97.7）

注：PIFA：颗粒免疫过滤法；LIA：乳胶免疫过滤法

###### PIFA法及LIA法的后验概率（%）

  4Ts评分   先验概率    PIFA阴性（LR＝0）   PIFA阳性（LR＝2.08）   LIA阴性（LR＝0.35）   LIA阳性（LR＝13.17）
  --------- ---------- ------------------- ---------------------- --------------------- ----------------------
  中危      16.2               0.0                  28.7                   6.3                   71.8
  高危      60.0               0.0                  75.7                  34.4                   95.2

注：PIFA：颗粒免疫过滤法；LIA：乳胶免疫过滤法，≥1.0 U/ml为阳性，\<1.0 U/ml为阴性；LR：似然比

4．PIFA法和LIA法联合诊断效力：PIFA法与LIA法联合诊断的ROC曲线见[图2](#figure2){ref-type="fig"}，其AUC为0.956（95%*CI* 0.892\~0.987），准确度显著优于单一PIFA法和LIA法（*P*\<0.01，*P*\<0.05）。两种检测方法均阳性、均阴性或至少1个阳性时的诊断效力见[表5](#t05){ref-type="table"}，后验概率见[表6](#t06){ref-type="table"}。值得注意的是，当两种方法均阳性时，无论4Ts评分为中危还是高危，诊断HIT的后验概率均能提高到90%以上，尤其是4Ts评分高危时，有98.8%的可能性诊断为HIT。而至少1个方法阳性时，其诊断效力大大减弱，甚至弱于LIA法。

![PIFA法和LIA法联合诊断的ROC曲线\
PIFA：颗粒免疫过滤法；LIA：乳胶免疫过滤法](cjh-40-05-411-g002){#figure2}

###### PIFA法和LIA法联合诊断HIT的诊断效力\[%（95%*CI*）\]

  组别                灵敏度               特异度               阳性预测值
  ------------------- -------------------- -------------------- --------------------
  PIFA阴性、LIA阳性   66.7（38.7～87.0）   98.7（92.2～99.9）   90.9（57.1～99.5）
  PIFA阴性、LIA阴性   0.0（0.0～25.3）     51.9（40.4～63.2）   0.0（0.0～11.4）
  至少1个阳性         100（74.7～100）     48.1（36.8～59.6）   26.8（16.2～40.5）

注：PIFA：颗粒免疫过滤法；LIA：乳胶免疫过滤法；HIT：肝素诱导的血小板减少症

###### PIFA法和LIA法联合诊断HIT的后验概率（%）

  4Ts评分   验前概率（%）   PIFA阳性、LIA阳性（LR＝52.67）   PIFA阴性、LIA阴性（LR＝0）   至少1个阳性（LR＝1.93）
  --------- --------------- -------------------------------- ---------------------------- -------------------------
  中危      16.2            91.1                             0.0                          27.2
  高危      60.0            98.8                             0.0                          74.3

注：PIFA：颗粒免疫过滤法；LIA：乳胶免疫过滤法；LR：似然比；HIT：肝素诱导的血小板减少症

讨论 {#s3}
====

目前，国际上对于HIT的主流诊断思路是，在4Ts评分和血小板动态监测基础上联合HIT抗体检测和（或）血小板功能试验进行排除诊断和确诊[@b10]。本研究纳入的94例患者中，4Ts评分低危患者均临床排除HIT，中危、高危患者中分别有16.2%（6例）、60%（9例）诊断为HIT。该比例与国际上以功能法检测为金标准的研究数据[@b11]--[@b12]和对4Ts评分预测价值进行的Meta分析[@b13]结果相近。表明仅根据临床4Ts评分诊断HIT的效力并不十分理想，尤其在中危患者中，单独依靠4Ts评分可能造成HIT的过度诊断。尽管如此，4Ts评分仅需根据临床资料，可在疑诊HIT的第一时间进行评估，并且具有极佳的NPV，评分低危的患者基本可除外HIT；只要准确把握4Ts评分，其在诊断HIT上仍具有重要地位。

PIFA法是一种新型快速检测肝素/PF4复合物抗体的方法，其优点是实时、单样本、迅速检测（仅需15 µl血清，10 min可出结果）。目前，PIFA法在临床上尚未广泛应用，仅有一家美国医院评估了其在内科重症监护病房（MICU）疑诊HIT患者中的诊断效力[@b14]。本研究首次评估了PIFA法在全院范围内（包括门急诊）疑诊HIT患者中的诊断价值。与Andrews等[@b14]的研究结果类似，PIFA法具有100%的灵敏度，NPV可达100%，具有极佳的除外HIT诊断的价值。虽然在PPV上差异较大（本研究为28.3%，Andrews等的研究为1%），但LR差别并不大，表明PPV的差异可能与纳入病例的病种、临床医师送检病例的选择差异等导致研究人群中HIT的患病率不同有关。关于该方法的诊断效力仍需更多前瞻性队列研究来评价。ROC曲线分析显示，PIFA法的AUC为0.749，诊断价值中等。本研究和Andrews等[@b14]的研究结果均不支持将单一PIFA法结果作为HIT的诊断依据，因其结果阳性的患者中仅有很少一部分诊断HIT，即使在4Ts高危患者中，PIFA法的后验概率也仅有75.7%，过度诊断HIT的概率较高。因此，我们建议在PIFA法阳性时，仍需结合其他实验室检测结果对HIT的诊断进行评估。

LIA法是另外一种快速、全自动检测肝素/PF4复合物抗体的免疫学方法。理论上，因免疫学检测法可同时检测出无致病性的非血小板激活性抗体，且IgA型和IgM型肝素/PF4复合物抗体的致病性尚不明确[@b15]，LIA法和PIFA法有类似之处，特异度可能偏低。但包括本研究（94.9%）在内，目前报道的特异度均高于90%[@b16]--[@b17]，只有Althaus等[@b18]报道其特异度仅为75.6%。有研究指出，近50%行心脏手术的患者术后出现HIT抗体但未发生HIT[@b19]。尽管Althaus等[@b18]未具体说明纳入患者的具体信息，在报道特异度高于90%的研究中纳入接受心脏手术患者的比例均较小，我们的研究中仅5例患者接受心脏手术。本研究LIA法的敏感度仅有66.7%，与文献报道（97.4%\~100%）差异较大，可能存在一定比例的假阴性结果，原因尚不明确。Warkentin等[@b16]分析4例LIA法阴性的HIT患者，发现似乎存在个体差异，因为随访监测LIA均未转阳性。Yoshika等[@b20]曾报道1例LIA法阴性的HIT患者，其ELISA法检测为阳性。本研究5例LIA法阴性的HIT患者的PIFA法均为阳性。因此，对于4Ts评分中高危的患者，在LIA法检测阴性时建议再选择另一种免疫学检测方法协助诊断。当然，本研究纳入病例数较少，且不排除因患者病情复杂、临床表现不典型而造成的HIT诊断偏差。因此，LIA法的诊断效力尚需大规模的前瞻性研究来进一步明确。

虽然LIA法的整体诊断效力优于PIFA法，但目前可进行LIA法检测的实验室在我国仍较少，而且LIA法检测一般仍需耗费至少1 d时间，对于需要在数小时内做出治疗决策的临床医师来说，显然也不够迅速。那么，将PIFA法和LIA法联合起来是否可获得更优的诊断效力呢？本研究显示，PIFA与LIA联合诊断的ROC曲线优于单一检测法，表明二者联合的诊断价值可能更优。在结果双阳性的患者中，4Ts评分中危的患者其后验概率也可提高到90%以上，高危患者则高达98.8%。因此，在我国尚无功能学检测的条件下，4Ts评分中高危的患者中，PIFA法阴性可除外HIT，而若PIFA法和LIA法双阳性，几乎可确诊HIT。但对于PIFA阳性、LIA法阴性的患者，明确诊断可能还需要联合其他免疫学检测方法。

综上所述，4Ts评分系统仍是目前临床诊断HIT的重要依据，联合肝素/PF4抗体检测可提高确诊和除外HIT的准确性。尽管LIA法的诊断价值优于PIFA法，但PIFA法以其临床操作的方便性和100%的NPV也具有一定优势，联合应用两种方法检测可获得更高的诊断效力。
